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摘要 

  藍綠菌和植物及藻類相同，能利用可見光 (波長:400-700nm)行光合作用，但有

一部分特殊的藍綠菌除了能夠利用可見光之外也能利用能量更低的遠紅光  (波

長: 700-800 nm)行光合作用。純化這些藍綠菌可以使用遠紅光培養，但藍綠菌在

低能量的遠紅光下生長緩慢，因此加速純化過程對後續的研究至關重要。 

  本研究利用 16S rDNA 定序了解不同處理下的菌相變化，計算相對豐度，若能

增加樣本中藍綠菌相對豐度，則能使藍綠菌菌落在固體培養基上的數量上升，提

高後續純化成功的機率，加速純化過程。因此，我於實驗中測試以不同條件培養

環境樣本，分析何種處理能夠使藍綠菌數量增加。首先使用藍綠菌模式菌株  

Synechocystis sp. PCC 6803 (Syn 6803)與可利用遠紅光的藍綠菌株 Chlorogloeopsis 

fritschii PCC 9212 (Cf 9212)進行抗生素濃度及培養液 pH 值培養條件測試，參考

培養條件測試結果設定後續實驗的抗生素濃度及培養液 pH 值。後續實驗包含抗

生素處理 Imipenem 5、50 μg/ml及 Novobiocin 10 μg/ml、pH10 處理、培養液濃

度稀釋 2 倍及 4 倍。最後使用 16S rDNA V3-V4 片段定序分析菌相組成，分析結

果後發現使用抗生素 Novobiocin 10 μg/ml處理後整體藍綠菌相對豐度增加最多，

且對遠紅光藍綠菌菌相組成影響最小，對藍綠菌及遠紅光藍綠菌以外的細菌如: 

Acidobacteria、Actinobacteria、Chloroflexi 及 Planctomycetota 相對豐度有降低的

效果，在提高遠紅光藍綠菌相對豐度的同時抑制其他細菌的相對豐度。 

  此結果可以為未來遠紅光藍綠菌純化方法提供更多元的參考。此外，實驗分析

包含所有藍綠菌，對於一般藍綠菌的純化工作也有幫助。 

 

關鍵詞：藍綠菌、遠紅光藍綠菌、Novobiocin 
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第一章 介紹 

1.1 研究動機 

  大部分行光合作用的生物如植物、藻類等僅能利用有效光合輻射 (波長: 400-

700 nm)的光能，但部分特殊的藍綠菌發展出能夠利用能量較低的遠紅光 (波長:  

700-800 nm)行光合作用  (Ho et al., 2021)。目前已知藍綠菌為革蘭氏陰性菌

(Castenholz., 2015)，其中遠紅光藍綠菌與大多數藍綠菌具有相似的生理特性，它

們通常偏好鹼性環境並對環境條件具有廣泛的耐受性，從南北極至溫泉皆有遠紅

光藍綠菌的蹤跡 (Touloupakis et al., 2016; Pikuta et al., 2007)，由於藍綠菌是光合

自營細菌，能適應較低營養的環境，因此在實驗室中常使用去除碳源、pH 值為

8的培養基進行培養。然而，遠紅光藍綠菌的研究相對有限，純化過程耗時且複

雜，限制了對遠紅光藍綠菌的進一步研究進展。因此，加速遠紅光藍綠菌的純化

過程對於後續研究具有重要意義。  

  使用抗生素是純化分離菌株常見的方法，藉由抗生素抑制純化目標對象以外

的細菌，提高目標對象的相對豐度，使其在整體菌相中的比例上升，增加純化成

功的機率，加速純化過程 (Rippka., 1988)。但目前針對遠紅光藍綠菌適合使用的

抗生素與使用濃度尚未有明確的測試，本研究使用 Novobiocin 及 Imipenem 做測

試。Novobiocin 屬於 aminocoumarin antibiotics，這類的抗生素會與細菌的 DNA 

gyrase 上的 B subunit 結合，進而達到抑制 DNA gyrase 的效果，使細菌生理功能

無法正常運行，Novobiocin 目前在臨床上用於治療 Staphylococcus 造成的疾病，

由於 Novobiocin 對於革蘭氏陰性菌的影響較革蘭氏陽性菌小，對於藍綠菌 (革蘭

氏陰性菌)的影響可能較小 (Fairbrother et al., 1956; Biswas et al., 2023)。Imipenem 

則是透過抑制細菌合成細胞壁來達到抑制細菌生長的效果 (Hellinger et al., 1991)。

pH 值也是培養微生物時重要的環境條件之一，不適合的 pH 值可能對微生物有

害，造成細胞膜電荷不平衡，或是蛋白質變性，使微生物死亡 (Lund et al., 2020)。

本研究透過調整培養基不同 pH 值的方式分析純化遠紅光藍綠菌的最佳環境條件。

由於藍綠菌為自營性的生物，即使生長在低營養的環境也可以適應，但異營性微

生物需要依靠環境中的養分維生，因此調整培養基營養條件，或許可以降低異營

性微生物的數量，加速藍綠菌的純化。在進行環境採樣及培養前，測試藍綠菌及

遠紅光藍綠菌在不同濃度的 Imipenem 及 Novobiocin 及不同 pH 中是否能正常生

長，作為後續實驗參考，所使用的兩個菌株為 Synechocystis sp. PCC 6803 (Syn 

6803)及 Chlorogloeopsis fritschii PCC 9212 (Cf 9212)。Syn 6803為藍綠菌的模式菌

株，只能利用可見光行光合作用，其形態為單細胞 (Yu et al., 2013)。Cf 9212是目

前遠紅光藍綠菌中較多研究的菌株 (Ho et al., 2019)，它的細胞會聚集，形成絲狀

型態，其發現位置為溫泉 (Gan et al., 2015)。這兩個菌株在實驗室中通常會以 B-

HEPES Medium 培養。以這兩個菌株作為培養條件測試對象，測試實驗中的培養

條件為藍綠菌可接受的生長條件。  
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  由於本研究目標開發有效純化遠紅光藍綠菌方法，選擇以知具有遠紅光藍綠

菌分布的樣本點。參考先前實驗中在台大校園裡的三個採樣點，對於這三個樣點

的遠紅光藍綠菌菌相組成已有所了解 (圖一) (Ko et al., 2024)，因此選擇這三個採

樣點為測試對象，採樣環境位置如圖二。 

 

 

圖一、台大校園內採樣點 NTU06、NTU10、NTU14的遠紅光藍綠菌 

菌相組成 (modified from Ko et al., 2024) 

 

圖二、採樣環境 

箭頭處為採樣位置，NTU06採集草地表面綠色處，NTU10採集水邊石頭與

水面交界處的綠色附著物，NTU14採集池子下方石頭表面的生物膜。

(modified from Ko et al., 2024) 

 

1.2 文獻探討 

  先前已有使用 Imipenem (Ferris et al., 1991)及 Novobiocin (Hartnell et al., 2016) 

純化藍綠菌的文獻發表。在 Imipenem 研究中，研究團隊使用不同抗生素處理受
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到其他細菌汙染的藍綠菌樣本，結果顯示使用 Imipenem 100 μg/ml處理受到其他

細菌汙染的樣本 18 小時後，樣本中的細菌數量比原先樣本降低了 100 倍，相比

該研究中使用的其他抗生素更有效。此外，該研究也發現對不同環境的樣本使用

Imipenem 處理都有效，如: 淡水、海水及陸地。在 Novobiocin 研究中，研究團

隊使用 Novobiocin 5 μg/ml處理兩種淡水藍綠菌 Microcystis sp.及 Synechococcus 

sp.，結果顯示 Novobiocin 5 μg/ml對這兩種藍綠菌的生長皆不會造成影響。參考

過去研究可知，使用 Imipenem 及 Novobiocin 處理對純化藍綠菌是可行的方法，

但未曾提及使用 Imipenem及 Novobiocin 處理後的菌相變化，本研究處理條件包

含這兩種抗生素，預期對純化遠紅光藍綠菌也有相似效果，並探討這兩種抗生素

處理後樣本的菌相變化。 

  本實驗室先前的研究中 Planctomycetota 及 Bacteroidota 的相對豐度在使用 B-

HEPES Medium 於可見光及遠紅光培養後上升 (Ko et al., 2024)，因此在本研究中

使用不同條件測試，目的是要讓 Planctomycetota 及 Bacteroidota 相對豐度降低。

Planctomycetota 的細胞壁結構較複雜且有其重要的生理功能，本研究使用透過抑

制細菌合成細胞壁來達到抑制細菌生長的 Imipenem 或許能夠抑制

Planctomycetota 合成細胞壁以達到抑制生長的效果。Bacteroidota 屬於革蘭氏陰

性菌，使用對革蘭氏陰性菌影響較小的 Novobiocin 可能效果較差，因此預期使

用 Imipenem 處理可以降低較多 Bacteroidota。除此之外，Planctomycetota 與

Bacteroidota 的生存環境多元，如淡水、海洋、陸地等 (Wiegand et al., 2018; Flint 

et al., 2014)，環境 pH 值及營養變化大，因此預期本實驗中的 pH10 及營養稀釋

條件可能對降低 Planctomycetota 與 Bacteroidota 相對豐度效果有限。 
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第二章 材料方法 

2.1 培養條件測試 

  使用菌株 Syn 6803 及 Cf 9212，測試本研究所使用抗生素、改變培養基的酸鹼

值培養藍綠菌是否可行。在培養條件測試實驗中，皆使用將 citric acid 與 Fe(NH4) 

Citrate 用 FeCl3‧6H2O 替換的 B-HEPES Medium 進行液態培養，於六孔盤中，

將初始 OD750值設定為 0.2，置於白光光度為 50 Photosynthetic Photon Flux Density 

(PPFD)的環境中培養 20 天，實驗為一重複。抗生素耐受度測試中使用 Novobiocin

濃度 5、7.5、10 μg/ml及 Imipenem 濃度為 5、25、50 μg/ml的 B-HEPES Medium

培養液，加入菌株後進行 24 小時暗處理，再移至白光下。在酸鹼值測試中使用

pH 值為 6、8、10 的 B-HEPES Medium 培養液測試。第 0、4、7、11、15、20 天

測量 OD750值。 

 

 

 

表一、B-HEPES培養液配方 

藥品名稱 數量 

NaNO3 1.5 g 

K2HPO4 (15.3 g/L) 3 ml 

MgSO4‧7H2O 1.5 ml 

CaCl2‧2H2O (50 g/L) 0.95 ml 

citric acid (6.5 g/L) 1.0 ml 

Fe(NH4) Citrate (12 g/l) 2 ml 

NaEDTA (tetra) (3 g/l) 0.33 ml 

Na2CO3 (20 g/l) 1 ml 

A5+ Co Mineral trace 

mix 

1 ml 

HEPES  

(2-[4-(2-

hydroxyethyl)piperazin-

1-yl]ethanesulfonic acid) 

1.1 g 

表中為配置 1 L所需的各藥品用量，使用 2M KOH 將 pH值調整到 8。其中 A5+ Co Mineral trace 

mix為 1 ml 溶液中，含有 2.86 g H3B03、1.81 g MnCl2‧4H2O、0.222 g ZnSO4‧2H2O、0.39 g Na2MoO4‧

5H2O、0.0491 g Co(NO3)2‧6H2O。 
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2.2 環境採樣 

  使用刮勺、1.5 ml微量離心管收集樣本，採樣前使用酒精消毒刮勺，採樣位置

如箭頭所示 (圖三)，於 NTU06 樣點採集草地表面綠色附著物，於 NTU10 及

NTU14 樣點採集水邊石頭上與水面交界處的附著物，各樣點採集 2 至 3 管，接

著將採樣得到的三個樣本各自混合均勻。 

圖三、採集樣點位置 

2.3 培養條件 

  使用加入 Cycloheximide 100 μg/ml且將 citric acid 與 Fe(NH4) Citrate 用 FeCl3‧

6H2O 替換的 B-HEPES Medium 進行液態培養，於六孔盤中，將初始樣本體積設

定為 0.2 ml，總體積為 10 ml，置於白光光度為 50 PPFD 的環境中培養 14 天，實

驗為三重複。第一部分為加入 Novobiocin 濃度 10 μg/ml、Imipenem濃度為 5、50 

μg/ml的 B-HEPES Medium 培養液中，進行 24 小時暗處理，再移至白光下培養。

第二部分使用 pH 值為 10 的 B-HEPES Medium 培養液培養。第三部分置於稀釋

2 倍與 4 倍的 B-HEPES Medium 培養液中培養。實驗進行 14 天後收集結果。 

2.4 DNA 萃取、16S rDNA V3-V4 片段定序 

將環境樣本與培養後的樣本使用 10 mM Tris-HCl緩衝液清洗，收集 0.25 ml請洗

過的樣本置於乾淨離心管中，使用 DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kit (Qiagen，

USA)萃取 DNA，接著使用 KAPA HiFi PCR kit 進行 16S rDNA V3-V4 片段 PCR，

primer 為 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') 和 805R (5'-

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3')。PCR 反應過程為: 首先在 95°C 下反應 3 分

鐘；接著以 98°C 反應 20 秒，57.5°C 反應 20 秒，72°C 反應 20 秒，進行 25 個

循環；最後在 72°C 下進行 3 分鐘。各取產物 3μl跑膠，使用 2% Agarose Gel。

並用 Illumina Miseq 得到 2×465 bp rDNA 序列。 
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2.5 定序資料分析與統計方法 

  使用 Qiime2 與 DADA2 套件用於 16S rDNA V3-V4 定序資料的前處理，將品

質較低的序列刪除 ( Phred score < 25、長度< 350 bp)，篩選出可信度較高、品質

較好的序列，接著將每個樣本稀釋至 19004 條序列以降低採集量不同導致的差

異，使用 silva database (ver.138) (Quast et al., 2013; Rognes et al., 2016)、cyano 

database (Ko et al., 2024)以及 FRCI (Ko et al., 2024)比對序列獲得菌相種類，最後

利用 python 分析菌相組成與 Non-metric Multidimensional Scaling (NMDS)分群作

圖，繪製全菌相、藍綠菌及遠紅光藍綠菌的相對豐度盒鬚圖以及組成比例長條圖。

考量數據為非常態分佈及獨立樣本的特性，選擇不需要假設數據為常態分佈且可

以比較多組獨立數據的 kruskal wallis test 作為計算相對豐度顯著差異的方法

(Kruskal et al., 1952)。  
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第三章 結果 

3.1 Synechocystis sp. PCC 6803 及 Chlorogloeopsis fritschii PCC 9212 

在 Imipenem、Novobiocin 以及 pH10環境中皆可正常生長 

使用 Synechocystis sp. PCC 6803 (Syn 6803)及 Chlorogloeopsis fritschii PCC 9212 

(Cf 9212)進行抗生素濃度及 pH 值測試。根據圖四可知，使用 Imipenem 及

Novobiocin 對 Syn 6803生長不會造成太大影響。圖五中，可以發現 Cf 9212在

Imipenem 5 μg/ml中15天內皆能正常生長，但超過15天後 OD750下降超過2倍，在

Imipenem 25 μg/ml及 Imipenem 50 μg/ml中則可以正常生長，在 Novobiocin 5、

7.5、10 μg/ml中 Cf 9212皆能正常生長。在圖六 pH 值測試中，Syn 6803及 Cf 9212

在 pH 6的處理中生長情況較差，在 pH 8、pH 10處理下則能夠正常生長，其中，

在培養15天內 pH 10處理下 Syn 6803及 Cf 9212的生長情形較好。 

綜合培養條件測試結果並考量環境樣本培養時間約14天，Imipenem 5 μg/ml與

50 μg/ml、Novobiocin 10 μg/ml以及 pH 10不會對生長造成太大影響，因此選擇

這些條件進行後續實驗。 

圖四、Synechocystis sp. PCC 6803抗生素濃度培養測試 

Syn 6803以 Imipenem 5、25、50 μg/ml處理20天內 OD750值變化 (A)，Syn 6803

以 Novobiocin 5、7.5、10 μg/ml處理20天內 OD750值變化 (B)，實驗為一重複。
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圖五、Chlorogloeopsis fritschii PCC 9212抗生素濃度培養測試 

Cf 9212以 Imipenem 5、25、50 μg/ml處理20天內 OD750值變化 (A)，Cf 9212以

Novobiocin 5、7.5、10 μg/ml處理20天內 OD750值變化 (B)，實驗為一重複。 

 

圖六、Synechocystis sp. PCC 6803及 Chlorogloeopsis fritschii PCC 9212 pH 值培

養測試 

Cf 9212以 pH 6、8、10處理20天內 OD750值變化 (A)，Syn 6803以 pH 6、

8、10處理20天內 OD750值變化 (B)，實驗為一重複。 

 

3.2 Non-metric Multidimensional Scaling (NMDS)分群作圖中顯示不

同處理之間以及培養前後存在差異 

根據圖七、圖八、圖十，可以發現三個樣點的環境樣本與培養後的樣本全菌相

有明顯差異，且相同處理的三重複會聚集成一群，不同處理之間也能看出差異。

圖八中 NTU14環境樣本與培養後的所有樣本差距過大，導致無法看出培養後樣

本之間的區別，去除環境樣本後作圖即可看出不同處理之間存在差異 (圖十)。圖

十一、圖十二及圖十三為 NTU06、NTU10、NTU14藍綠菌 NMDS 作圖。圖中可

發現三個樣點的環境樣本與培養後樣本有明顯差異，但與全菌相 NMDS 作圖相

比，培養後的各處理之間差異較少。表示實驗中設定的處理條件的確可以對樣本

產生影響，並且相同類型的處理之間範圍重疊較多，如: 抗生素組 (Imipenem 5 
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μg/ml、Imipenem 50 μg/ml、Novobiocin 10 μg/ml)。 

 

圖七、NTU06全菌相 NMDS 作圖 

 

圖八、NTU10全菌相 NMDS 作圖 
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圖九、NTU14全菌相 NMDS 作圖 

 

圖十、NTU14培養後樣本全菌相 NMDS 作圖 
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圖十一、NTU06藍綠菌 NMDS 作圖 

 

圖十二、NTU10藍綠菌 NMDS 作圖 
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圖十三、NTU14 藍綠菌 NMDS 作圖 

 

3.3 Novobiocin 10 μg/ml 及 Imipenem 50 μg/ml 培養後提升最多藍綠

菌相對豐度 

  根據圖十四可知，所有培養後樣本除了 NTU10 中的營養稀釋 1/4 處理 (Q)以

外，其餘處理的藍綠菌相對豐度皆大於環境樣本。在 NTU06 中，所有條件處理

過後的藍綠菌相對豐度皆大於控制組，能夠顯著提升藍綠菌相對豐度的處理為

Novobiocin 10 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml及營養稀釋 1/2 (H)，其中 Novobiocin 10 

μg/ml的效果最好。在NTU10樣點中，使用 Imipenem 50 μg/ml、pH 10及Novobiocin 

10 μg/ml提升的藍綠菌相對豐度較控制組高，其中 Imipenem 50 μg/ml的效果最

好。在 NTU14 樣點中，Novobiocin 10 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml及 Imipenem 5 

μg/ml處理後的藍綠菌相對豐度高於控制組。綜合以上可知，實驗中使用的處理

都能在一定程度上增加藍綠菌相對豐度，其中使用 Novobiocin 10 μg/ml 及

Imipenem 50 μg/ml在三個樣點中都能增加較控制組多的藍綠菌相對豐度。 
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圖十四、藍綠菌相對豐度 

F 代表環境樣本，C 代表控制組，I5 代表 Imipenem 5 μg/ml，I50 代表 Imipenem 

50 μg/ml，N 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。＊代表使用 kruskal wallis test 計算和控制組相比存在顯著差異 (p < 0.05)。 

 

3.4 培養後的藍綠菌組成比例與環境樣本存在差異 

  根據圖十五可知，三個採樣點中 Nostocaceae 比例在經過培養後均下降，在

NTU06 中降低了超過 50%；在 NTU10 中降低超過 60%，培養後 Nostocaceae 比

例在各條件中皆不超過 10%；在 NTU14 中降低超過 20%，培養後 Nostocaceae

比例在各條件中皆為 5%左右。三個採樣點中 Leptolyngbyaceae 比例在培養後均

上升，在 NTU06 中培養後的 Leptolyngbyaceae 比例上升了超過 30%，其中在營

養稀釋 1/2 (H)及營養稀釋 1/4 (Q)培養後上升比例到 50%。在 NTU10 中培養後的

Leptolyngbyaceae 比例上升了超過 10%，其中 Novobiocin 10 μg/ml及營養稀釋 1/2 

(H) 培養後 Leptolyngbyaceae 比例上升 60% 。在 NTU14 中培養後的

Leptolyngbyaceae 比例上升超過 20%。Thermosynechococcaceae 比例在 NTU06 及

NTU10中，培養後的比例皆上升。Nodosilineaceae比例在NTU06中上升超過 5%，

在 Imipenem 50 μg/ml 培養後的比例上升最多。在 NTU10 中培養後的

Cyanobacteriaceae 比例除了營養稀釋處理以外皆上升。 

  綜合上述可知，培養的過程對藍綠菌各菌相的組成比例有一定程度的影響。 
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圖十五、藍綠菌菌相組成比例圖 

06 代表 NTU06 樣點，10 代表 NTU10 樣點，14 代表 NTU14 樣點。F 代表環境

樣本，C 代表控制組，Im5 代表 Imipenem 5 μg/ml，Im50 代表 Imipenem 50 

μg/ml，N10 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。 

3.5 Novobiocin 10 μg/ml 培養後提升較多遠紅光藍綠菌相對豐度 

  根據圖十六可知，培養後樣本除了 NTU10 中的營養稀釋 1/4 (Q)以外，其餘處

理後的遠紅光藍綠菌相對豐度皆大於環境樣本。在 NTU06 中，所有條件培養後

的遠紅光藍綠菌相對豐度皆大於控制組，其中 Imipenem 50 μg/ml、營養稀釋 1/2 

(H)及 Novobiocin 10 μg/ml 與控制組相比有顯著差異，Imipenem 50 μg/ml能增加

最多藍綠菌相對豐度。在 NTU10 中，營養稀釋 1/2 (H)、pH 10 處理及 Novobiocin

10 μg/ml 培養後的遠紅光藍綠菌相對豐度較控制組多，但並無顯著差異，

Imipenem 50 μg/ml處理後的遠紅光藍綠菌相對豐度則是和控制組相近，Imipenem

5 μg/ml及營養稀釋 1/4 (Q)的遠紅光藍綠菌相對豐度低於控制組。在 NTU14 中，

Imipenem 50 μg/ml、Novobiocin 10 μg/ml 及 Imipenem 5 μg/ml 處理後的遠紅光

藍綠菌相對豐度高於控制組，但無顯著差異，其中 Imipenem 50 μg/ml提升遠紅

光藍綠菌相對豐度的效果最好。

  綜合以上可知，實驗中使用的處理都能在一定程度上增加遠紅光藍綠菌相對豐

度，其中使用 Novobiocin 10 μg/ml在三個樣點中都能增加較多藍綠菌相對豐度。 
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圖十六、遠紅光藍綠菌相對豐度 

F 代表環境樣本，C 代表控制組，I5 代表 Imipenem 5 μg/ml，I50 代表 Imipenem 

50 μg/ml，N 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。＊代表使用 kruskal wallis test 計算和控制組相比存在顯著差異 (p < 0.05)。 

 

3.6 培養後遠紅光藍綠菌組成比例與環境相似 

  根據圖十七可知，在 NTU06 中，環境樣本中沒有偵測到遠紅光藍綠菌的序列，

但在培養後的樣本中發現有 3種以上的遠紅光藍綠菌存在，Nodosilinea sp. P-1105

及 Leptolyngbya sp. JSC-1 占比超過 60%。NTU10 中，培養前後的菌相組成無太

大改變，均以 Leptolyngbya sp. JSC-1 為主，占比超過 90%。NTU14 中，培養後

樣本的菌相組成與環境樣本不同，環境樣本定序得到的資料顯示有高達 90% 的

Leptolyngbya sp. CCNUW2，但培養後的樣本中 Leptolyngbya sp. CCNUW2 比例

下降，Leptolyngbya sp. CCNUW1 比例上升 40-70%，其中使用營養稀釋 1/2 (H) 

處理後 Leptolyngbya sp. CCNUW1 比例下降最多，對整體菌相影響最大。此外，

培養後 Oscillatoriales cyanobacterium JSC-12 及 Leptolyngbya sp. JSC-1 比例皆有

小幅度上升，整體菌種種類較培養前多元，可能是整體藍綠菌在培養後比例上升

所致。 

* * * 
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圖十七、NTU06、NTU10、NTU14 遠紅光藍綠菌菌相組成比例圖 

06 代表 NTU06 樣點，10 代表 NTU10 樣點，14 代表 NTU14 樣點。F 代表環境

樣本，C 代表控制組，Im5 代表 Imipenem 5 μg/ml，Im50 代表 Imipenem 50 

μg/ml，N10 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。 

 

3.7 其他細菌培養前後的相對豐度趨勢不一致 

  根據圖十八，在 Proteobacteria 中，培養前後無顯著差異。在 Bacteroidota 中，

所有條件培養後的 Bacteroidota 相對豐度均高於環境樣本，且與控制組相比沒有

顯著降低相對豐度的效果。在 Cyanobacteria 中，所有條件培養後的 Cyanobacteria

相對豐度皆高於控制組，其中 Imipenem 50 μg/ml、Novobiocin 10 μg/ml及 pH10

處理與控制組存在顯著差異。在 Chloroflexi中，培養後的相對豐度皆低於環境。

與控制組相比，Imipenem 5 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml及營養稀釋 1/2 (H)培養後

Chloroflexi相對豐度有些微下降但無顯著差異，而使用營養稀釋 1/4 (Q)處理則會

使 Chloroflexi 相對豐度上升，與控制組相比存在顯著差異。在 Planctomycetota

中，抗生素組 (Imipenem 5 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml、Novobiocin 10 μg/ml)及 pH 

10 培養後相對豐度較控制組低，其中 Imipenem 50 μg/ml及 Novobiocin 10 μg/ml 

和控制組相比有顯著差異。在 Actinobacteriota 中，控制組及其他條件培養後的

Actinobacteriota 相對豐度皆低於環境樣本，但所有條件培養後的 Actinobacteriota

相對豐度均高於控制組，其中 Imipenem 50 μg/ml與控制組相比有顯著差異。在

Acidobacteriota 中，控制組及其他條件培養後的 Acidobacteriota 相對豐度均低於

環境樣本，但所有條件培養後的 Acidobacteriota 相對豐度皆高於控制組，其中營

養稀釋 1/4 (Q)與控制組相比有顯著差異。在 Gemmatimonadota 中，所有條件培

養後與環境樣本之間沒有顯著降低相對豐度的效果。 
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圖十八、主要八種菌門相對豐度 

F 代表環境樣本，C 代表控制組，I5 代表 Imipenem 5 μg/ml，I50 代表 Imipenem 

50 μg/ml，N 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。＊代表使用 kruskal wallis test 計算和控制組相比存在顯著差異 (p < 

0.05)，。為極端值。 

 

3.8 培養後的菌相組成在比例上與環境有些微差異但菌種的組成並

無太大改變 

  由圖十九可知，Proteobacteria 及 Bacteroidota 在培養前後皆佔整體菌相比例大

於 50%，Chloroflexi 在三個樣點中的營養稀釋 1/4 (Q)培養後比例皆高於其他處

理。在 NTU06 中，Actinobacteriota 及 Acidobacteriota 比例在培養後均下降，和

控制組相比，Firmicutes 比例在 Novobiocin 10 μg/ml、pH 10、營養稀釋 1/2 及 1/4

處理後皆下降。在 NTU10 中，Armatimonadota 比例在培養後皆上升，其中營養

稀釋 1/2 (H)處理後 Armatimonadota 比例大於控制組，使用其他處理後

Armatimonadota 比例低於控制組，和控制組相比使 Armatimonadota 比例下降最

多的處理為 Novobiocin 10 μg/ml。在 NTU14 中，Gemmatimonadota 比例在培養

後皆上升。整體而言，使用不同條件培養後的菌相組成在比例上與環境有些微差

異，但菌種的組成並無太大改變。 

* * 

* * * 

* * 

* 
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圖十九、NTU06、NTU10、NTU14 菌相組成比例圖 

06 代表 NTU06 樣點，10 代表 NTU10 樣點，14 代表 NTU14 樣點。F 代表環境

樣本，C 代表控制組，Im5 代表 Imipenem 5 μg/ml，Im50 代表 Imipenem 50 

μg/ml，N10 代表 Novobiocin 10 μg/ml，H 代表營養稀釋 1/2，Q 代表營養稀釋

1/4。 
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第四章 討論 

4.1 提升藍綠菌及遠紅光藍綠菌相對豐度的處理探討 

  本研究測試不同培養條件對藍綠菌及遠紅光藍綠菌相對豐度的影響，圖十四及

圖十六中，所有培養後樣本除了 NTU10 中的營養稀釋 1/4 處理 (Q)以外，其餘

處理的藍綠菌及遠紅光藍綠菌相對豐度皆大於環境樣本，表示經過培養的確可以

提升藍綠菌與遠紅光藍綠菌相對豐度。但培養過程使用的處理條件中只有

Novobiocin 10 μg/ml 在三個樣點中的藍綠菌及遠紅光藍綠菌相對豐度大於控制

組。本實驗採集的環境為草地及淡水邊，先前的研究顯示在固體砂石上採集的樣

本使用 Novobiocin 30 μg/ml 於培養基培養後能將異營性細菌與藍綠菌分離 

(Evans, A. J., 2013)，顯示使用 Novobiocin 對不同環境中的藍綠菌相對豐度提升

有一定的幫助。 

 

4.2 降低其他細菌相對豐度的處理探討 

  使用有利於藍綠菌生長的培養條件進行培養可能對其他細菌的相對豐度產生

影響，先前的研究顯示 Acidobacteria、Gemmatimonatoda 及 Actinobacteria 此三種

菌門在有利於藍綠菌生長的條件培養後，其相對豐度下降 (圖二十) (Ko et al., 

2024)，本研究中的結果顯示在培養後相對豐度下降的菌門有 Acidobacteria 和 

Actinobacteria，Chloroflexi及 Planctomycetota 則是在特定培養條件下相對豐度減

少。與先前研究相比，本研究使用可見光搭配不同條件培養，使用抗生素處理

(Novobiocin 10 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml、Imipenem 5 μg/ml)及 pH 10 培養後，

相對豐度下降的種類多了 Chloroflexi及 Planctomycetota。 

  Chloroflexi的結構多為單層細胞膜，染色結果為革蘭氏陰性 (Sutcliffe., 2010)，

考量到 Novobiocin 對革蘭氏陰性菌影響較小，以及 Chloroflexi 在控制組中的相

對豐度與使用 Novobiocin 10 μg/ml 培養後相近，推測 Chloroflexi 相對豐度較環

境低的主要原因不是 Novobiocin 抑制造成。使用 Imipenem 培養後的結果也與控

制組相近，因此推測此兩種抗生素對 Chloroflexi的抑制效果有限，並非主要降低

其相對豐度的原因。 

  Planctomycetota 分布範圍廣，在水生環境及陸地都能存活，對碳循環及氮循環

而言非常重要，為革蘭氏陰性菌 (Wiegand et al., 2018)，最佳生長的 pH 值範圍

為 7.0-7.5 (Peeters, S.H et al., 2020; Kohn et al., 2020)。實驗結果發現在 pH 10 培

養後 Planctomycetota 相對豐度較控制組低，可能由於此酸鹼度非 Planctomycetota

適合生長的範圍所致。在 Novobiocin 10 μg/ml、Imipenem 50 μg/ml及 Imipenem 

5 μg/ml培養後 Planctomycetota 相對豐度也低於控制組，其中 Imipenem 50 μg/ml 

及 Novobiocin 10 μg/ml 與控制組相比顯著降低，表示針對抑制細菌合成細胞壁

的抗生素及抑制 DNA gyrase 的抗生素對其有效。 
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  根據圖二十可知，Gemmatimonatoda 相對豐度在可見光培養後與環境樣本相似，

但經遠紅光培養後相對豐度顯著降低，本研究皆使用可見光進行實驗，可能因此

Gemmatimonatoda 相對豐度沒有下降。 

   

 

圖二十、八種菌門相對豐度 (Ko et al., 2024) 

E 代表環境樣本，V為可見光培養，VF 為先使用可見光培養後再使用遠紅光培

養，VFF 為先使用可見光培養後再使用遠紅光培養兩次，F 為使用遠紅光培

養，FF 為使用遠紅光培養兩次，FFF 為使用遠紅光培養三次。在可見光下皆培

養 14 天，遠紅光下皆培養 60 天。 

 

 

4.3 提升最多藍綠菌與遠紅光藍綠菌的處理如何影響其他細菌 

  提升最多藍綠菌與遠紅光藍綠菌相對豐度的處理為 Novobiocin 10 μg/ml，此處

理能降低 Acidobacteria、Actinobacteria、Chloroflexi及 Planctomycetota 的相對豐

度，但對 Proteobacteria、Bacteroidota 及 Gemmatimonatoda 沒有明顯降低其相對

豐度的效果，在使用 Novobiocin 10 μg/ml培養後 Proteobacteria、Bacteroidota 及

Gemmatimonatoda 相對豐度與環境相似，說明 Novobiocin 10 μg/ml對這些菌門的

生長不會造成太大影響。 

  Proteobacteria 為最大的菌門，其分類下的菌之間差異較大，但其共同特徵為革

蘭氏陰性菌 (Rizzatti et al., 2017)，此分類中的被發現含有特殊基因 YacG，來源

於大腸桿菌，能夠保護細胞避免受到對 DNA gyrase 有毒的傷害，使用高達 500 

μg/ml的 Novobiocin 處理後對細菌沒有顯著抑制的效果 (Biswas et al., 2023)，且

Proteobacteria 已被證實對高達 19 種抗生素產生抗性 (Hitch et al., 2018)，推測這

些可能是在本研究的實驗中使用 Novobiocin 10 μg/ml培養後 Proteobacteria 相對

豐度沒有顯著降低的原因。 
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  Bacteroidota 屬於革蘭氏陰性菌 (Flint et al., 2014)，先前研究指出 Novobiocin

雖然對革蘭氏陰性菌有抑制效果，但對革蘭氏陰性桿菌沒有抑制效果 

(Fairbrother et al., 1956)，與本研究的實驗結果相符合，使用 Novobiocin 10 μg/ml

培養後 Bacteroidota 相對豐度沒有顯著降低。 

  除了上述的菌門，在 NTU06 中也觀察到 Firmicutes 在環境中比例較少，但在

控制組中的比例超過 10%，使用 Novobiocin 10 μg/ml培養後 Firmicutes 比例下降

低於 1%，可能因 Firmicutes 屬於革蘭氏陽性菌 (Galperin., 2016)，而 Novobiocin

對革蘭氏陽性菌影響較大所致。 

4.4 結論 

  在本研究中發現經由 Novobiocin 10 μg/ml 培養後能顯著增加藍綠菌及遠紅光

藍綠菌相對豐度，且對遠紅光藍綠菌組成比例不會造成太大影響，但對藍綠菌組

成比例有影響，Nostocaceae 比例降低，Leptolyngbyaceae 比例上升。Novobiocin 

10 μg/ml對抑制其他細菌也有效，如: Acidobacteria、Actinobacteria、Chloroflexi

及 Planctomycetota，相比其他培養條件，Novobiocin 10 μg/ml處理除了增加最多

藍綠菌相對豐度，也抑制最多種其他細菌，對後續的純化分離工作提供一個新的

培養方法。 

4.5 未來研究方向 

  在本研究中使用可見光進行實驗，未來將設計加入遠紅光搭配 Novobiocin 10 

μg/ml 培養，測試較低能量的光照環境是否能降低藍綠菌以外的其他細菌，如: 

Gemmatimonatoda。此外，本研究只採樣三個地點，未來將新增更多採集地點，

測試所使用的培養條件是否在不同環境中皆能使藍綠菌相對豐度增加，擴大其應

用範圍。 
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